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Utilisation d'extraits ba cteriens de la famille des Pseudomonadacees comme 
agents cosmetiques 

L'invention a pour objet Tutilisation d'extraits de bacteries de la famille de Pseu- 
5 domonadacees comme agents cosmetiques permettant notamment de lutter contre le vieillis- 
sement cutane chez l'homme. 

On sait que le vieillissement cutane se manifeste en premier lieu par une diminu- 
tion du nombre et une fragmentation des fibres elastiques du derme. L'elastine devient plus 
sensible a la lyse par l'elastase, et Alteration de l'elastine conduit a une disorganisation des 
10 fibres elastiques. Ces phenomenes se traduisent par une perte de l'elasticite de la peau et par 
la formation de rides. 

Une autre manifestation du vieillissement cutane est la secheresse de la peau, qui 
devient reche, avec perte de la flexibility de I'epiderme et tendance a la desquamation. Dans 
le tissu conjonctif de la peau de sujets jeunes, la teneur elevee en hyaluronates, fortement hy- 
15 drophiles, favorise l'hydratation du derme, qui est un element essentiel de la tonicite de la 
peau. Au cours du vieillissement, la teneur en hyaluronates, et done la teneur en eau du 
derme, diminue fortement, avec pour consequences facheuses la flaccidite de la peau et une 
moindre diffusion de 1'eau dermique vers I'epiderme, qui se desseche. En outre, la diminution 
de la teneur en eau du derme a notamment pour consequence de freiner la circulation des 
20 metabolites, des ions et de l'oxygene, et done de ralentir le metabolisme des cellules du 
derme et de I'epiderme. La diminution de la teneur en hyaluronates est liee a Tactivite d'une 
enzyme, la hyaluronidase, qui clive les liaisons glucosidiques des hyaluronates. C'est pour- 
quoi cette enzyme joue un role tres important dans le vieillissement cutane. 

En outre, le dessechement de Tepiderme diminue les echanges gazeux avec Tat- 
25 mosphere ambiante a la surface de la peau. Ce phenomene d'echange gazeux, appele respira- 
tion cutanee, diminue avec I'age. 

Par ailleurs, on sait que Texposition au soleil est susceptible de provoquer une 
reaction inflammatoire dans le tissu cutane, et qu'apres des expositions au soleil, en particu- 
lier aux UVA, repetees et prolongees, la peau devient a terme dessechee, excessivement ri- 
30 dee, et depourvue de souplesse : ce vieillissement premature de la peau est appele 
"photovieillissement". 

II est done souhaitable de trouver de nouveaux moyens permettant notamment de 
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proteger la peau contre le vieillissement accelere ou premature de la peau, et permettant de 
mieux proteger la peau contre les dommages causes par 1'exposition au soleil, y compris 
contre le photovieillissement cutane. 

On a maintenant decouvert que des extraits de bacteries de la famille des Pseu- 
5 domonadacees, et en particulier de bacteries du genre Pseudomonas, lorsqu'ils sont appliques 
sur la peau, sont capables notamment d'ameliorer 1'hydratation de la peau et de proteger la 
peau contre certaines consequences nefastes des reactions inflammatoires consecutives a 
1'exposition aux ultraviolets. Plus generalement, ils sont capables de diminuer et/ou de retar- 
der le vieillissement cutane, y compris le photovieillissement cutane. 

10 Ces extraits bacteriens ont notamment la propriete d'inhiber les lesions du tissu 

conjonctif cutane consecutives notamment aux expositions UV. Ces extraits bacteriens ont 
en effet la propriete d'inhiber la liberation d'elastase dans les zones d'inflammation comme 
montre dans la partie experimental ci-apres, ils ont aussi la propriete d'inhiber 1'activite 
d'elastase. Plus generalement, ces extraits bacteriens, lorsqu'ils sont appliques sur la peau, ont 

15 des proprietes anti-inflammatoires et apaisantes, et ameliorent 1'aspect de la peau presentant 
une inflammation locale ou des micro-inflammations, y compris apres 1'exposition au soleil. 

Ces extraits bacteriens ont en outre un effet inhibiteur de 1'activite de hyaluroni- 
dase. Ainsi, ils permettent de prevenir ou de traiter la secheresse de la peau, y compris apres 
exposition au soleil et dans les cas de vieillissement cutane naturel ou premature, ainsi que 

2 0 dans les cas de photovieillissement. En outre, ils ameliorent la tonicite de la peau en favori- 
sant 1'hydratation du derme. 

L'invention a done pour objet l'utilisation d'un extrait d'au moins une bacterie de 
la famille des Pseudomonadacees comme agent cosmetique permettant de lutter contre le 
vieillissement cutane, naturel ou premature, y compris le photovieillissement, d'ameliorer 

25 1'aspect et la tonicite des peaux seches, de conserver ou d'ameliorer I'elasticite de la peau, 
et/ou d'ameliorer 1'aspect de la peau presentant une reaction inflammatoire, y compris apres 
exposition au soleil. Dans la presente demande, Texpression "lutter contre" le vieillissement 
cutane signifie prevenir ou retarder ou encore traiter, le vieillissement cutane. 

Parmi les bacteries utilisables selon l'invention, on peut citer notamment : 

30 - Pseudomonas vesictdaris, dont l'un des types est la souche deposee a TATCC 

sousle n° 11426. 

- Pseudomonas maltophilia dont Tun des types est la souche deposee a I'ATCC 
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sousle n° 13637. 

Pseudomonas maltophilia est encore appele Sietiotrophomonas maltophilia. 
Dans la presente demande, I'expression "extraits de bacteries" ou "extraits bacte- 
riens" designe aussi bien les biomasses obtenues apres culture des bacteries que les produits 
5 obtenus a partir de ces biomasses, notamment apres purification et/ou sterilisation et/ou frac- 
tionnement. Par exemple, les biomasses peuvent etre eventuellement au moins partiellement 
deshydratees et/ou broyees. Elles peuvent etre sterilisees, par exemple par chauffage. Bien 
entendu, l'invention s'etend a l'utilisation d'extraits comprenant toute fraction de la biomasse 
qui possede les memes proprietes anti-vieillissement cutane que la biomasse entiere, et no- 
1 0 tamment des fractions inhibant la secretion d'elastase dans les zones d'inflammation et/ou in- 
hibant I'activite de hyaluronidase. Dans la presente demande, la notion d'extraits englobe 
egalement des derives obtenus par modification chimique de certains groupements fonction- 
neis (amines par exemple). 

Le procede de preparation d'un extrait bacterien utilise selon Tinvemion com- 
15 prend les etapes consistant a cultiver in vitro les bacteries selon les methodes connues, puis a 
recueillir la biomasse obtenue. 

Les bacteries de la famille des Pseudomonadacees sont des bacteries Gram- 
negatives aerobies strictes. Elles poussent sur les milieux nutritifs ordinaires, par exemple a 
des temperatures de l'ordre de 25 a 30°C. 
20 Pour separer et isoler la biomasse, on peut utiliser diverses methodes connues 

telles que la filtration ou la centrifiigation. On peut egalement secher la biomasse et la con- 
centrer par deshydratation, notamment par chauffage sous pression reduite (par exemple a 
une temperature de l'ordre de 80 a 120°C environ) ou encore par lyophilisation. 

On peut utiliser les extraits bacteriens sous la forme de derives, par exemple de 
25 derives au moins partiellement acyles. On effectue l'acylation a l'aide d'un anhydride d'acide 
carboxylique ou avec un chlorure d'acide correspondant. On peut utiliser par exemple l'anhy- 
dride acetique ou le chlorure d'acetyle. On effectue la reaction d'acylation de fa<?on a ce qu'au 
moins une partie des groupements amines primaires et secondaires presents dans la biomasse 
bacterienne soient acyles. On determine aisement les proportions d'agents d'acylation et les 
30 conditions de la reaction d'acylation par dosage selon les methodes classiques des groupe- 
ments amines primaires et secondaires avant et apres la reaction d'acylation. 

Les extraits de Pseudomonadacees ou leurs derives, sont introduits comme in- 
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gradients actifs dans des compositions destinees a etre appliquees sur la peau et/ou sur le cuir 
chevelu. Ces compositions presentent une bonne tolerance cutanee. 

L'mvention concerne done une composition cosmetique comprenant comme in- 
gredient actif un extrait d'au moins une bacterie de la famille des Pseudomonadacees, en as- 
5 sociation avec un excipient acceptable en cosmetologie. 

Les excipients presents dans la composition de 1'invention sont des excipients 
usuels. II s'agit d'excipients compatibles avec un usage sur la peau, sur le cuir chevelu et/ou 
sur les cheveux. 

Dans les compositions utilisees selon I'invention, les extraits bacteriens sont pre- 
10 sents generalement dans une proportion de 0,0005 % a 5 %, par exemple de 0,001 % a 2 %, 
et en particulier de 0,01 % a 2 % en poids d'extrait sec bacterien, par rapport au poids de la 
composition. 

Ces compositions peuvent contenir l'extrait bacterien sous forme de dispersions 
(notamment des emulsions) dans un vehicule approprie tel que par exemple 1'eau, les sol- 

15 vants organiques, les corps gras y compris les huiles, et leurs melanges. 

Les compositions peuvent se presenter notamment sous la forme de lotions hy- 
dro-alcoolique ou oleo-alcooliques, de gels, d'emulsions de consistance liquide, de cremes, 
de sticks solides ou de dispersions vesiculates. Ces compositions peuvent etre preparees se- 
lon les methodes usuelles. Elles contiennent les ingredients et vehicules permettant de les 

20 presenter notamment sous Tune des formes qui viennent tfetre indiquees. Elles peuvent con- 
tenir, outre les extraits bacteriens, d'autres ingredients actifs tels que par exemple des subs- 
tances absorbant 1'ultraviolet, des agents hydratants classiques, des agents anti-radicaux 
libres, des agents antioxydants, des eaux thermales telles que les eaux des sources thermales 
de La Roche-Posay, des emollients, des agents antioxydants ou encore d'autres ingredients 

25 usuels tels que des agents conservators, des parfums, etc. De tels ingredients, ainsi que leur 
utilisation, sont connus et ne seront pas decrits davantage ici. 

Les eaux thermales eventuellement utilisees dans la composition de I'invention 
sont notamment des eaux thermales ayant des proprietes cosmetiques benefiques pour la 
peau. Par exemple, les eaux thermales de La Roche-Posay (France), qui sont riches en sele- 

30 nium, possedent notamment des proprietes protectrices vis-a-vis des effets deleteres des v 
rayonnements UVA sur la peau, et possedent egalement des proprietes antioxydants favori- 
sant la survie des fibroblastes exposes aux rayonnements UVB. Les eaux thermales de La 
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Roche-Posay constituent done un ingredient actif interessant notamment dans les produits 
cosmetiques destines a etre utilises pendant ou apres Pexposition de la peau au soleil. 

Uinvention a en outre pour objet un procede de traitement cosmetique pour lutter 
contre le vieillissement cutane, caracterise par le fait que Ton app ique sur la peau ou le cuir 
chevelu une composition telle que definie precedemment. Cette composition est appliquee 
selon les methodes usuelles. 

Les exemples suivants iliustrent l'invention. Dans ces exemples, les pourcentages 
sont des pourcentages en poids. 
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EXEMPLES 

EXEMPLE 1 : Culture de Pseudomonas vesicularis et de Pseudomonas maitophiUa 

5 La souche de Pseudomonas vesicularis cultivee a ete obtenue aupres de l'ATCC 

(ATCC 11426). 

vdcffionas malioprulia est ia souche ATTC 13637. 
Les batteries sont cultivees dans le milieu de culture Nutrient Broth Difco 003 
(Medium 3 ATCC). Le pH du milieu est ajuste a 7,15 avant sterilisation a 121 °C pendant au 
10 moins 20 minutes. 

La culture est effectuee a 26°C sous agitation (100 rpm) en assurant un taux 
d'oxygene dissous au moins egal a 15 .%. 

Apres 24 heures de culture, la biomasse est recoltee par centrifugation. 
La biomasse peut etre stabilisee par chauffage a Tautoclave, lyophilisee, conge- 
15 lee et/ou broyee. 

On peut aussi, si desire, acetyler les groupements amine primaire et secondaire, 
totalement ou partiellement, par Taction de l'anhydride acetique. 

20 EXEMPLE 2 : Creme 

Cette creme repond a la composition suivante : 



Lyophilisat a base de Ps. vesicularis 

obtenu selon Texemple 1 ...0,05 % 

0,30% 



- Carbomer 940* 



Triethanolamine '. 0,30 % 



- Acide stearique 3,00 % 

- Alcool cetylique 2,00 % 

- Monostearate de glycerol autoemulsionnable 3,00 % 

- Huile de soja ' ; 10,00 % 

- Alcool de lanolilie 2,00 % 

- Myristate d'isopropyle 4,00 % 

- 2-ethylhexanoatfe de cetyle et de stearyle 4,00 % 
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- Perhydrosqualene 3,00 % 

- Paraffine 2,00 % 

-Glycerine : 3,00% 

- Conservateurs I 0 3 0 % 

- Eau thermale de La Roche-Posay * * [ *. 1 5,00 % 

- Eau purifiee, q.s.p [ 1 00,00 % 

* Carbomer 940 : marque de commerce designant 
un acide polyacrylique reticule 

* * Centre thermal de La Roche-Posay (France) 

On peut remplacer le lyophilisat a base de Pseudomonas vesicularis par un lyo- 
philisat a base de Pseudomonas maltophilia. 

De fafon analogue, on a prepare une creme contenant 0,01 % de lyophilisat de 
Pseudomonas vesicularis ei 0,05 % de iyophfllsat de Psexidomonas maltophilia. 

Pour preparer cette creme, on chauffe la phase aqueuse contenant la glycerine, 
les conservateurs et I'eau a 80°C ; on y disperse le Carbomer 940 qui est ensuite neutralise 
par la triethanolamine. La phase grasse, chauffee et homogeneisee a 80°C, est introduite sous 
vive agitation dans la phase aqueuse. Le lyophilisat de l'exemple 1 est disperse dans 10 g 
d'eau et introduit a 40°C dans la creme, sous agitation. L'ensemble est refroidi jusqu'a tempe- 
rature ambiante. 

Cette creme est appliquee sur la peau du visage et du cou une a deux fois par 
jour. Elle ameliore l'aspect des peaux seches. Elle permet egalement d'ameliorer la tonicite 
de la peau. 



EXEMPLE 3 : Last pour la peau 

Ce lait a la composition suivante : 

- Lyophilisat de Ps. vesicularis obtenu 

selon Texemple 1 

• Monostearate de glycerol autoemulsionnable. 

- Vaseline 



0,10% 

3,00% 

1,50% 

- Huile de vaseline ! 2,50 % 

- Huile de son de riz 1,50% 



I 
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- Huile de silicone volatile 5,00 % 

- Beurre de karite 3,00 % 

- Carbomer 940.1 0,20 % 

- Triethanolamine 0,20 % 

i 

- Gomme de xanthane 0,10 % 

- Glycerine ! 3,00% 

-Parfum | 0,10% 

- ConservateursJ 0,30 % 



-Eau q.s.p. 



10 



100,00% 



15 



Ce lait est prepare d'une fagon analogue a celle decrite a I'exemple 2. 
Applique sur la peau apres une exposition au soleil, il possede des proprietes 

apaisantes. 

Applique sur la pjeau du visage, ce lait diminue l'effet de vieillissement cutane 
accelere observe notamment chez les personnes s'exposant de fa^on repetee au soleil. 



EXEMPLE 4 : Creme 



20 On a prepare selpn le meme mode operatoire qu'a I'exemple 2 une emulsion 

ayant la composition suivante : 

- Lyophilisat de Ps. vesicidaris obtenu 

selon I'exemple 1 0,10 % 

- Base auto-emulsionnable 20,00 % 

- Huile de vaseline codex 5,00 % 

-Glycerine 5,00% 

- Stearate d'aluminium 0,50 % 

- EDTA di-potassique 0,05 % 

- Sulfate de magnesium 0,70 % 

- Agents conservate 



25 



30 



• Antioxydants . 
■ Parfum 



eurs 0,20% 



.0,05 % 
.0,30% 



Eau q.s.p. 



100,00% 



Dans la formulation ci-dessus, on peut remplacer le lyophilisat de Pseiidomonas 
vesicularis par un lyophilisat de Pseudomonas maltophilia. On peut egalement utiliser un 
melange des deux lyophilisats. 



La base auto-emulsionnable comprend : 

- Huile minerale 

- Vaseline codex 

- Ozokerite 

- Oleate de glycerol 

- Lanoline liquide 



Cette creme, appliquee sur la peau, permet de reduire les effets du vieillissement 



cutane et/ou du photovieillissement cutane. Elle permet egalement 
dratation de la peau de sujets ages. 



d'ameliorer le degre d'hy- 



EXEMPLE 5 : Emulsion anti-solaire 



Cette emulsion permet de proteger la peau centre des rayons ultraviolets. Elle re- 
pond a la formule suivante : 



- Lyophilisat de l'exemple 1 

- Acide stearique 

- Alcool cetylique 

- Monostearate de glycerol auto-emulsionnable. 
-Huile de tournesol 



1,00% 

3,00% 

1,50% 

3,00% 

8,00% 

- Polyacrylamide j 3^00 % 



- Methoxycinnamate d'octyle 

- Sel de triethanolamine de l'acide benzene- l,4-di-(3- 

methylidene)-10-campho sulfonique (Mexoryl SX). 

- Glycerol 

- Tocopherol 

- Conservateurs 



.4,00% 

.2,60 % 
.5,00% 
.2,00 % 
.0,30 % 
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EXEMPLE 6 : 



- Ethylenediaminetetramethylene phosphonate (sel pentasodique)0,10 % 
• Eau purifiee, q.s.p 1 00,00 % 



Test d'inhibition de Velastase 



Le test est effectue a partir d'elastase isolee de leucocytes humains. 
Le test est realise selcn la sneihode decriie par ADFVEMt E.O. et al., J. Pharm. 
Pharmacol., 42:487-490 (1990). Les essais sont effectues avec un lyophilisat obtenu comme 
1 0 decrit a l'exemple 1 . 

Le lyophilisat provenant de la culture de Pseudomonas maltophilia, a une con- 
centration de 0,05 g/1, diminue Tactivite de Telastase de 36 %. A une concentration de 0,1 g/1, 
le lyophilisat provenant de la culture de Pseudomonas vesicularis diminue l'activite de 
1'elastase de 33 %, et le lyophi isat en provenance d'une culture de Pseudomonas maltophilia 
15 diminue l'activite de I'elastase de 53 %. 



EXEMPLE 7 : Effet inhibiteur de l'activite de hyaluronidase 

20 Le test est realise selon la methode classique decrite dans Worthington Enzyme 

Manual, Enzymes and related biochemicals, Worthington Biochemical Corps., Frehold, New 
Jersey 07728, USA (1993). 

Le lyophilisat bacterien etudie est un lyophilisat de Pseudomonas vesicularis. II 
est mis en solution en tampon phosphate 0,1 M, pH 5,3. 

25 Les reactifs utilises sont Tacide hyaluronique (Sigma H-1876) et la hyaluronidase 

Sigma type IV-S (H-3884). On melange l'acide hyaluronique et la hyaluronidase en tampon 
phosphate de fa^on a obtenir une solution contenant 0,6 g/1 decide hyaluronique et 0,25 g/1 
de hyaluronidase. 

On laisse incuber pendant 15 minutes a 37°C. 
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On ajoute alors une solution cfalbumine bovine a 1 % dans an tampon acetate 
0,5 M, pH 4,2, pour precipiter l'acide hyaluronique. 

On mesure alors la quantite d'acide hyaluronique non degrade par mesure de 
l'absorption de la lumiere a une longueur d'onde de 540 nm. 

Le lyophilisat de Pseudomonas vesiculahs, a une concentration de 0,1 %, inhibe 
de 30 % l'activite de la hyaluronidase. 
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REVENDICATIONS 

1 Utilisation d'un extrait d'au moins une bacterie de la famille des Pseudo- 
ajgent cosmetique permettant de lutter contre le vieillissement cutane, y 
issement, d'ameliorer Taspect et la tonicite des peaux seches, de con- 
l'elasticite de la peau, et/ou d'ameliorer l'aspect des peaux presentant 
inflamm&toire locale, ledit extrait etant constitue soit par la biomasse obtenue 
bacterie, suivie eventuellement d'une purification, d'un broyage, d'une 
partielle et/ou d'une sterilisation, soit par une fraction ou un derive, 
chimique de certains groupements fonctionnels, de ladite biomasse, 
derive possedant des proprietes d'inhibition de Tactivite d'elastase 
ictivite de hyaluronidase. 
Utilisation selon la revendication 1, dans laquelle ladite bacterie appartient 



est 



Utilisation selon la revendication 2, dans lequel ladite bacterie est choisie 

vesicular is et Pseudomonas maltophilia. 
Utilisation selon I'une quelconque des revendications precedentes, dans 
constitue par la biomasse bacterienne obtenue apres culture de la 
etant eventuellement broyee et/ou au moins partiellement deshy- 



est 



sation selon l'une quelconque des revendications precedentes, dans 
applique sous la forme d'une composition contenant une proportion 
poids d'extrait sec bacterien par rapport au poids total de la composi- 



Utilitation selon la revendication precedente, dans laquelle ladite propor- 

de 0,001 % a 2 % en poids. 
Proc£de de traitement cosmetique destine a lutter contre le vieillissement 
pljiotovieillissement, a ameliorer l'aspect et la tonicite des peaux seches, 
l'elasticite de la peau et/ou a ameliorer l'aspect des peaux presentant 
locale, ledit precede comprenant l'etape consistant a appliquer sur 
chevelu un extrait d'au moins une bacterie de la famille des Pseudomo- 
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nadacees, ledit extrait etant constitue soit par la biomasse obtenue apres culture de ladite 
bacterie, suivie eventuellement d'une purification, d'un broyage, d'une deshydratation au 
moins partielle et/ou d'une sterilisation, soit par une fraction ou un derive, obtenu par modifi- 
cation chimique de certains groupements fonctionneis, de ladite biomasse, ladite fraction ou 
derive possedant des proprietes d'inhibition de Tactivite d'elastase et/ou d'inhibition de Tacti- 
vite de hyaluronidase. 

8. Precede selon la revendication precedente, presentant l'une au moins des 
caracteristiques suivantes : 

- la bacterie appartient aux genres Pseudomoms ; 

- la bacterie appartient a l'espece Pseudomonas vesicularis ou Pseudo- 
monas maltophilia ; 

- ledit extrait est constitue par la biomasse jbacterienne obtenue apres 
culture de !a bacterie, ladite biomasse etsm evenlueliemem broyee et/ou au moins partielle- 
ment deshydratee ; 

- on applique ledit extrait sous la forme d'une composition contenant une 
proportion de 0,0005 % a 5 %, et en particulier de 0,001 a 2 % en poids d'extrait sec bacte- 
rien par rapport au poids total de la composition. j 

9. Composition cosmetique comprenant comme ingredient actif un extrait 
d'au moins une bacterie de la famille des Pseudomonadacees, en association avec un exci- 
pient acceptable en cosmetologie, ledit extrait etant constitue soit par la biomasse obtenue 
apres culture de ladite bacterie, suivie eventuellement d'une purification, d'un broyage, d'une 



une fraction ou un derive, 



deshydratation au moins partielle et/ou d'une sterilisation, soit par i 
obtenu par modification chimique de certains groupements fonctionneis, de ladite biomasse, 
ladite fraction ou ledit derive possedant des proprietes d'inhibition de Tactivite d'elastase 
et/ou d'inhibition de 1'activite de hyaluronidase. 

10. Composition selon la revendication 9, presentant l'une au moins des ca- 
racteristiques suivantes : 

- la bacterie appartient au genre Pseudomonas 

- la bacterie appartient a l'espece Pseudomonas vesicularis ou Pseudo- 
monas maltophilia \ 

- ledit extrait est constitue par la biomasse bacterienne obtenue apres 



culture de la bacterie, ladite biomasse etant au moins partiellement 



deshydratee ; 



WO 01/13878 
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- ladite composition contient une proportion de 0,0005 % a 5 %, et en 
particulier de 0,001 a 2 %, poids d'extrait sec bacterien par rapport au poids total de la 
composition. 
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du mandataire 
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POUR SUITE voir la notification de transmission du rapport de recherche internationale 
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A DONNER 


Demande internationale n° 

PCT/FR 99/02043 


Date du depot internationaltfour/mo/s/annee,) 

26/08/1999 


(Date de priorite (la plus ancienne) 
(jour/mois/annee) 


Deposant 
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Le present rapport de recherche internationale. etabli par l*ad ministration chargee de !a recherche iniernati 
deposant conformement a I'article 18. Une copie en est transmise au Bureau international. 

Ce rapport de recherche internationale comprend 3 feuilles. 

PC] II est aussi accompagne d'une copie de chaque document relatrf a I'etat de la technique qui y est cite. 



vi luitf, cai ticti ion 119 au 



Base du rapport 

a. En ce qui concerne la langue, la recherche internationale a ete effectuee sur la base de la demande internationale dans la 
langue dans laquelle elle a ete deposee, sauf indication contraire donnee sous le meme point. 

I I la recherche internationale a ete effectuee sur la base d'une traduction de la demande internationale remise a 1'administration. 

b. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acldes amines divulguees dans la demande internationale (le cas echeant) 
la recherche internationale a ete effectuee sur la base du listage des sequences : 

[~~| contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

deposee avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 
remis utterieurement a 1'administration, sous forme ecrite. 
remis ufterieurement a 1'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 



□ 
□ 
□ 
□ 

□ 



La declaration, selon laquelle le listage des sequences presente par ecrit et fourni ulterieurement ne vas pas au-dela de la 
divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous forme dechiffrable par ordinateur sont identiques a celles 
du listage des sequences presente par ecrit, a ete fournie. 



2. 

3. 



I I II a ete est I me que certalnes revendlcatlons ne pouvalent pas falre I'objet d'une recherche (voir le cadre I). 
I ] II y a absence d'unlte de I 'Invention (voir le cadre II). 



4. En ce qui concerne le tltre, 

[X] le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant. 

I I Le texte a ete etabli par 1'administration et a la teneur suivante: 



5. En ce qui concerne l'abrege\ 

le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant 

□ le texte (reproduit dans le cadre III) a ete etabli par 1'administration conformement a la regie 38.2b). Le deposant peut 
presenter des observations a 1'administration dans un delai d'un mois a compter de la date d'expedition du present rapport 
de recherche internationale. 

6. La figure des desslns a publier avec I'abrege est la Figure n° 



[ I suggeree par le deposant. Aucune des figures 

I I parce que le deposant n'a pas suggere de figure. n est a publier. 

I I parce que cette figure caracterise mieux I'invention. 
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Demande international n° PCT/FR99/02043 



I. Base du rapport 

1 . En ce qui concerne les elements de la demande international (les feuilles de remplacement qui ont 6t6 remises 
a I'office r£cepteur en rgponse & une invitation faite conform^ment k I'article 14 sont consid6r6es dans le present 
rapport comme "initialement d6pos6es" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'e/les ne contiennent 
pas de modifications (regies 70. 16 et 70. 17)): 

Description, pages: 

1-1 1 version initiale 

Revendications, N°: 

1 -1 5 regue(s) avec t6l6copie du 26/1 1/2001 

2. En ce qui concerne la langue, tous les 6l6ments indiqu6s ci-dessus 6taient k la disposition de ('administration ou 
lui ont 6t6 remis dans la langue dans laquelle la demande internationale a 6t6 d£pos£e, sauf indication contraire 
donn§e sous ce point. 

Ces elements etaient a la disposition de I'administration ou lui ont et6 remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche internationale (selon la r&gle 23.1(b)). 

□ la langue de publication de la demande internationale (selon la r&gle 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen pr§liminaire internationale (selon la r&gle 55.2 ou 



3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulgu6es dans la demande 
internationale (le cas ech6ant), Texamen preliminaire internationale a 6te effectu§ sur la base du listage des 
sequences : 

□ contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

□ deposS avec la demande internationale, sous forme dSchiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement k I'administration, sous forme ecrite. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par ecrit et fourni ulterieurement ne va pas au-delSi 
de la divulgation faite dans la demande telle que deposSe, a et£ fournie. 

□ La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous d6chiffrable par ordinateur sont identiques & 
celles du listages des sequences Pr§sent6 par 6crit, a 6t6 fournie. 

4. Les modifications ont entra?n6 I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles : 



55.3). 
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5. □ Le present rapport a 6t§ formula abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont 6t6 consid6r6es 
comme allant au-del& de I'exposS de I'invention tel qu'il a 6t6 d6pos6, comme il est indiqu6 ci-apr6s (r6gle 
70.2(c)) : 

(Toute feuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiqu6e au point 1 et 
annexee au present rapport) 



6. Observations complementaires, le cas 6cheant : 



ML Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute. I'activite inventive et la possibilite d'applicati n 
industrielle 

1. La question de savoir si I'objet de I'invention revendiquee semble etre nouveau, impliquer une activit6 inventive 
(ne pas etre evident) ou etre susceptible d'application industrielle n'a pas 6te examinee pour ce qui concerne : 

□ I'ensemble de la demande internationale. 

E les revendications n 08 1-8 et 13, & f 6gard de la possibility d' application industrielle. 



parce que : 

[g la demande internationale, ou les revendications n 03 1-8, 13 en question, se rapportent & I'objet suivant, & 
regard duquel I'administration chargee de I'examen pr^liminaire international n'est pas tenue effectuer un 
examen preliminaire international (pr£ciser) : 
voir feuille separee 

□ la description, les revendications ou les dessins (en indiqueries Elements ci-dessous), ou les revendications 
n 05 en question ne sont pas clairs, de sorte qu'il n'est pas possible de formuler une opinion valable 
(preciser) : 



□ les revendications, ou les revendications n os en question, ne se fondent pas de fagon adequate sur la 
description, de sorte qu'il n'est pas possible de formuler une opinion valable. 

□ il n'a pas 6t6 etabli de rapport de recherche internationale pour les revendications n os en question. 

2. Le listage des sequences de nucleotides ou d'acides amines n'est pas conforme ci la norme pr6vue dans 
I'annexe C des instructions administratives, de sorte qu'il n'est pas possible d'effectuer un examen preliminaire 
international significatif : 

□ le listage presente par 6crit n'a pas £te fourni ou n'est pas conforme & la norme. 

□ le listage sous forme d§chiffrable par ordinateur n'a pas 6te fourni ou n'est pas conforme h la norme. 



V. Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 
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Nouveaut6 



Oui : Revendications 3-6 
Non : Revendications 1 -2, 7-1 5 



Activite inventive 



Oui : Revendications 



Non : Revendications 1 -1 5 

Possibility d'application industrielle Oui: Revendications 9-12, 14-15 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



VI. Certain documents cites 

1. Certains documents publics (regie 70.10) 
et/ou 

2. Divulgations non ecrites (r&gle 70.9) 
voir feuille separee 
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Cone rnant I point III 

Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite duplication 
industrielle 

1. La presente Administration considere que I' objet des revendications 1-8 et 13 
concernant le traitement des peaux presentant une reaction inflammatoire est vise 
par les dispositions de la regie 67.1 (iv) PCT. C est la raison pour laquelle il ne sera 
pas emis d' opinion quant a la question de savoir si I' objet de ces revendications 
est susceptible d' application industrielle (article 34(4) a) i) PCT). 



Concernant le point V 

Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
duplication industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

2. En ce qui concerne la comparaison de I' objet revendique avec I' art anterieur, les 
points suivants sont a noter a I' egard de I' interpretation de certaines expressions 
utilisees dans la demande: 

2.1 Dans le contexte de la presente demande, " I' extrait" d' au moins une bacterie de 
la famille des Pseudomonadacees a ete defini comme etant constitue 

- soit par la biomasse obtenue apres culture de ladite bacterie, 

- soit par une fraction de ladite biomasse, 

- ou par un derive, obtenu par modification chimique de certains groupements 
fonctionnels, de ladite biomasse. 



2.2 La presente demande ne contient pas de definition du terme "biomasse". Ce terme 
pourrait done etre interprets de fagon generate comme signifiant I' ensemble des 
substances provenant de la culture des bacteries, y compris les cellules bacteri- 
ennes ainsi que les substances secretees dans le milieu pendant la culture. 

Cependant, a la page 3 il est indique que I' on peut utiliser diverses methodes 
connues telles que la filtration ou la centrifugation pour separer et isoler la 
biomasse. Dans I' exemple 1 (le seul exemple decrivant I' obtention de la biomasse) 
il est indique que la biomasse est recoltee par centrifugation. A la lumiere de ces 
passages, une interpretation selon laquelle les substances solubles dans le milieu 
de culture ne font pas partie de la biomasse apparait justifiee. 
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2.3 La presente demande ne contient pas non plus de definition du terme "fraction de 
la biomasse". Ce terme a ete interprets comme designant tout constituant (et toute 
combinaison de constituants) faisant partie de la biomasse, independamment de 
la methode selon laquelle ce constituant a ete isole. Done le terme "fraction" ne 
peut pas servir a exclure des constituants obtenus a partir d' un lysat des cellules 
de la biomasse. La seule condition additionnelle specifiee dans la demande est que 
la fraction, afin d' etre utile dans le cadre de la presente invention, doit posseder 
des proprietes d' inhibition de I' activite d' elastase et / ou d' inhibition de I' activite 
de hyaluronidase. 

3. II est fait reference aux documents suivants: 

D1: EP-A-0 631 773 
D2: EP-A-0 404 661 
D3: EP-A-0 404 660 

D4: STN, Serveur de Bases de Donnees, Karlsruhe, DE, Fichier Chemical 
Abstracts, Vol 124, AN=241783 resume XP0021 38245 & JP-A-08 003018 

D5: STN, Serveur de Bases de Donnees, Karlsruhe, DE, Fichier Chemical 
Abstracts, Vol 125, AN=606985 resume XP0021 38246 & JP-A-08 208427 

D6: DE-A-196 28 454 
D7: US-A-5 086 040 

D8: STN, Serveur de Bases de Donnees, Karlsruhe, DE, Fichier Chemical 
Abstracts, Vol 116, AN=1 80940 resume XP002084012 & JP-A-03 275610 

3.1 Le document D1 divulgue des compositions cosmetiques ou dermatologiques pour 
les soins de la peau, caracterisees en ce qu* elles renferment des ribosomes 
extraits de cellules vegetales, animales ou de micro-organismes, et en particulier, 
de Pseudomonas aeruginosa (D1: rev. 1-2). Ces compositions sont destinees 
notamment a retarder les signes de vieillissement de la peau (D1 : p. 2, I. 1-4). 

Preferentiellement, les compositions cosmetiques ou dermatologiques selon D1 se 
presentent sous forme de preparations liquides ou solides a usage topique. Pour 
chaque forme, on a recours a des excipients appropries (D1 : rev. 1 1 ; p. 5, I. 26-48; 
p. 6, I. 14-21). 
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Le document D1 a egalement pour objet I' application a titre de produit cosmetique 
de compositions caracterisees en ce qu' elles renferment des ribosomes extraits de 
micro-organismes (D1: rev. 15) et une methode de traitement cosmetique de 
regeneration et de lutte contre le vieillissement de la peau, caracterisee en ce que 
I' on applique sur la peau une quantite suffisante d' une composition cosmetique 
renfermant des ribosomes extraits de cellules vegetales, animales ou de micro- 
organismes (D1: rev. 16). 

3.2 Le document D2 divulgue I' utilisation de lipopolysaccharides extraits de bacteries 
gram (-), et en particulier de Pseudomonas aeruginosa, pour la fabrication d' un 
medicament facilitant la cicatrisation de la peau (D2: rev. 1, 2, 9; ex. 4 et 1). 

Les lipopolysaccharides selon D2 peuvent etre administres en application locale et 
utilises dans le traitement des erythemes solaires, des gergures, des crevasses et 
des signes du vieillissement de la peau (D2: p. 2, 1. 38-46). 

Les compositions pharmaceutiques correspondantes peuvent se presenter sous 
des formes diverses comme par exemple les cremes, les gels, les pommades, les 
lotions, les laits ou les huiles pour la peau, les gouttes, les collyres, les aerosols et 
les shampoings ou sous forme de liposomes. Le ou les principes actifs peuvent y 
etre incorpores avec des excipients habituellement employes dans de telles com- 
positions (D2: p. 2, I. 45 - p. 3, I. 1). 

3.3 Le document D3 divulgue I' utilisation de complexes glycoproteiques extraits de 
bacteries gram (-), et en particulier de Pseudomonas aeruginosa, pour la fabrication 
d' un medicament facilitant la cicatrisation de la peau (D3: rev. 1-2, 9, 11). 

Les complexes glycoproteiques selon D3 sont prepares a partir d* un lysat des 
corps microbiens recoltes apres la culture des bacteries (D3: p. 3, I. 18-22). 

Les complexes glycoproteiques peuvent etre administres en application locale et 
utilises dans le traitement des erythemes solaires, des gergures, des crevasses et 
des signes du vieillissement cutane (D3: p. 2, 1. 54 - p. 3, I. 4; p. 3, I. 7-8). 

Les compositions pharmaceutiques correspondantes peuvent se presenter, par 
exemple, sous forme de cremes, gels, pommades, lotions, laits ou huiles pour la 
peau, gouttes, collyres, aerosols, shampooings ou sous forme de liposomes. Le ou 
les principes actifs peuvent y etre incorpores avec des excipients habituellement 
employes dans de telles compositions (D3: p. 3, I. 10-18). 
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3.4 Le document D4 divulgue des compositions cosmetiques "anti-vieillissement" con- 
tenant des excipients usuels et de la superoxyde-dismutase obtenue de bacteries 
appartenant aii genre Pseudomonas (D4: resume). 

3.5 Le document D5 divulgue des compositions cosmetiques comprenant un extrait de 
bacteries du genre Pseudomonas comme ingredient actif favorisant I' hydratation 
de la peau. Plus particulierement, le document concerne la preparation d' une 
creme incorporant des excipients usuels et 3% en poids d" un extrait obtenu apres 
culture de Pseudomonas putida. Apres application de ladite creme, la peau 
presente un aspect lisse et hydratee (D5: resume). 

3.6 Le document D6 divulgue un procede selon lequel on obtient des complexes 
composes de rhamnolipides et d' alginate polymerique, lesdits complexes pro- 
venant de cultures de bacteries du genre Pseudomonas (D6: rev. 12). Selon le 
procede de D6, les cellules bacteriennes sont separees du milieu de culture par 
centrifugation ou filtration. Les complexes desires se retrouvent ensuite dans le 
milieu aqueux (D6: p. 5, I. 17-48). En outre, D6 divulgue des emulsions cosme- 
tiques contenant lesdits complexes comme emulsifiants (D6: rev. 33; p. 7, I. 62-66). 

3.7 Le document D7 divulgue des compositions pour le traitement du cuir chevelu 
renfermant des glycoproteines obtenues a partir d' un lysat de bacteries gram(-), 
en particulier de Pseudomonas aeruginosa, et des excipients usuels (D7: col. 1, 
I. 20 - col. 2, 1. 8). Selon D7, les glycoproteines sont utilisees dans le but de stimuler 
la pousse des cheveux. 

3.8 Le document D8 divulgue des lotions cosmetiques comprenant 0,05-3% en poids 
du sel sodique du 2-phosphate d' acide ascorbique provenant de la culture de 
Pseudomonas azotocolligans (D8: resume). 

4. La presente demande ne remplit pas les conditions enoncees dans I' article 33(1) 
PCT, I' objet des revendications 1-2 et 7-15 n' etant pas conforme au critere de 
nouveaute defini par I' article 33(2) PCT, et ce pour les raisons suivantes: 
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Selon les documents D1-D3, une fraction de la biomasse bacterienne obtenue a 
partir d' un extrait ou d' un lysat de ladite biomasse est utilisee comme agent 
cosmetique destine a lutter contre le vieillissement cutane ou a ameliorer I 1 aspect 
des peaux presentant une reaction inflammatoire locale, ou bien a traiter les 
gergures ou crevasses. Presentement rien ne permet d' affirmer que les fractions 
decrites dans D1-D3 ne possedent pas de proprietes d' inhibition de I 1 activite 
d' elastase et /ou d' inhibition de P activite de hyaluronidase. L' objet des revendica- 
tions 1-2 et 7-15 n' est done pas nouveau vis-a-vis du contenu de D1 , D2 et D3 (D1 : 
rev. 2, 11; D2: p. 2, I. 3-14; p. 2, I. 29-p. 3, I. 1; D3: p. 2, I. 20- 25; p. 2, I. 54 - p. 3, 
I. 18). 

5. Les revendications dependantes 3-6 concernent des modifications evidentes et ne 
contiennent aucune caracteristique qui, en combinaison avec celles de Pune 
quelconque des revendications a laquelle elles se referent, definisse un objet qui 
satisfasse aux exigences du PCT en ce qui concerne Pactivite inventive (Article 
33(3) PCT). 

6. II n' existe pas de critere unifie dans les Etats parties au PCT pour determiner si les 
revendications 1-8 et 13 sont susceptibles d'application industrielle. La brevetabilite 
peut aussi dependre de la maniere dont les revendications ont ete formulees. Ainsi, 
POffice europeen des brevets ne considere pas comme susceptible d'application 
industrielle Pobjet de revendications d'utilisation d'un compose a des fins medicales. 
Par contre, peuvent etre acceptees des revendications relatives a un compose 
connu, pour une premiere utilisation a des fins medicales ainsi que des 
revendications relatives a Putilisation d'un tel compose dans la fabrication d'un 
medicament en vue d'un nouveau traitement medical. 



Concernant le point VI 

Certains documents cites (regie 70.10) 

7. II est fait reference aux documents suivants: 

D9: FR-A-2 775 186 
D10: DE-A-198 24 073 
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7.1 La demande nationale FR-A-2 775 186 (D9) publiee le 27 aout 1999 a ete deposee 
le 24 fevrier 1998. En vertu de la regie 64.3 PCT elle n" est pas consideree comme 
faisant partie de I' etat de la technique aux fins de I' article 33.2) et 3) PCT. 

D9 divulgue I' utilisation d' un extrait d' au moins une bacterie de la famille des 
Pseudomonadacees (preferentiellement Pseudomonas vesicularis ou Pseudo- 
monas maltophilia) comme agent cosmetique permettant de lutter contre le 
vieillissement cutane, y compris le photovieillissement, d'ameliorer I' aspect et la 
tonicite des peaux seches, de conserver ou d' ameliorer I' elasticity de la peau, 
ei/GU d' ameliorer P aspect des peaux presentant une reaction inflammatoire (D9: 
rev. 1). D9 divulgue egalement un precede de traitement cosmetique comprenant 
I' etape consistant a appliquer sur la peau ou sur le cuir chevelu un extrait d' au 
moins une bacterie de la famille des Pseudomonadacees (D9: rev. 7), et une 
composition cosmetique comprenant comme ingredient actif un extrait d' au moins 
une bacterie de la famille des Pseudomonadacees, en association avec un 
excipient acceptable en cosmetologie (D9: rev. 9). 

7.2 La demande nationale DE-A 198 24 073 (D10) publiee le 02 decembre 1999 a ete 
deposee le 29 mai 1998. En vertu de la regie 64.3 PCT elle n' est pas consideree 
comme faisant partie de I' etat de la technique aux fins de P article 33.2) et 3) PCT. 
D10 divulgue des compositions cosmetiques ou dermatologiques, caracterisees en 
ce qu' elles renferment des lipases provenant de Pseudomonas cepacia, Pseudo- 
monas fluorescens, Pseudomonas fluorecens ou Pseudomonas aeruginosa (D1 0: 
rev. 2; p. 3: table, I. 59-62; p. 4, I. 2). En outre, les compositions peuvent contenir 
des excipients usuels (D10: p. 5, I. 46 - p. 6, I. 5). 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation (Tun ex trait d r au moins one bacterie de la famille des 
Pscudomonadacees comme agent cosmetique destine a lutter centre lc vieillissement 

5 cutane y compris 1e photovieillissement, a ameiiorer l'aspect et la tonicite des. peaux 
seches, a conserver pu a ameliorer i'dlasticite de la peau, et/ou a ameliorer l'aspect des 
peaux presentant une reaction inflammatoire locale, ledit ex trait etant constitue soit par la 
biomasse obtenue apres culture de ladite bacterid, suivle e*— ntucllement d'une 
purification, d'un broyage, dY&ne deshydratation au moins partielle et/ou d*une 
10 sterilisation, soit par une fraction ou un derive, obtenu par modification chimique de 
certains group ements fonctionnels, de ladite biomasse, ladite fraction ou ledit derive 
possedant des proprietes d'inhibition de Factivite d'elastase et/ou d'inhibition de l'activite 
de hyaluronidase. 

2. Utilisation selon la reveodication 1, dans laquelle ladite bacterie 
15 appartient au genre Pseudomonas. 

3. Utilisation scion la revendicalion 2, dans laquelle ladite bacterie est 
choisie parmi Pseudomonas vesicularis et Pseudomonas maltophilia* 

4. Utilisation scion Tune quelconque des revendications precedent es, dans 
laquelle ledit extrait est constitue par la biomasse bacterienne obtenue apres culture de la 

20 bacterie, ladite biomasse etant eventuellement broyee et/ou au moins partiellement 
deshydratee. 

5. Utilisation selon Tune quelconque des revendications precedentes, dans 
laquelle ledit extrait est applique sous la forme d'unc composition contenant une 
proportion de 0,0005 % a 5 % en poids d'extrait sec bacterien par rapport au poids total 

25 de la composition. 

6. Utilisation selon la revendicalion precedents dans laquelle ladite 
proportion est dans la gamme de 0,001 % a 2 % en poids. 

7. Precede de trait ement cosmetique destine a lutter contre le vieillissement 
cutane, y compris le photovieillissement, & am61iorer l'aspect et la tonicite des peaux 

30 seches, a conserver ou ameliorer l'elasticit§ de la peau et/ou a ameliorer l'aspect des 
peaux presentant une reaction inflammatoire locale, ledit precede comprenant I'&tape 
consistant a appliquer sur la peau ou sur le cuir chevelu un extrait d'au moins une bacterie 
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de la famille des Pseudomonadacees, Jedit extrait 6tant constitue soil par la biomasse 
obtenue apres culture de ladite bacterie, suivie eventuel lenient d'une purification, d'un 
broyage, d'une deshydratation au moins partielle et/ou d'une sterilisation, soit par une 
fraction ou un derive, obtenu par modification chimique de certains group em ents 
5 fonctionnels, de ladite biomasse, ladite fraction ou deriv6 possedant. des proprietes 
d*inhibition de I'activite d'elastase et/ou d'irihibition de 1'activite de hyaluronidase. . 

8. Proc6d6 selon la revendication precedente, presentant ihme au moins des 
caracteristiques suivantes : 

- la bacterie appaitient aux genres Pseudomonas ; - 
10 - la bact&ie appartient a Tespece Pseudomonas vesicularis ou 

Pseudomonas maltophilia ; 

ledit ex trait est constitue par la biomasse bact£rienne obtenue apr&s 
culture de la bact£rie, ladite biomasse etant eventuellement broyee et/ou. au moins 
partiellement deshydratee ; . 
15 - on applique ledit ex trait sous la forme d'une composition con tenant une 

proportion de 0,0005 % a 5 % et en particulier de 0,001 a 2 % en poids d'extrait sec 
bactericn par rapport au poids total de la composition. 

9. Procedd scion Tune quelconque des revendications 7 et 8, destine k lutter 
contre lc photovieillissement cutane. 

20 10. Precede selon rune quelconque des revendications 7 et .8, destine & 

ameliorer Taspect des peaux seches. 

11. Procede selon 1'une quelconque des revendications 7 et 8, destine k 
ameliorer la tonicite des peaux seches. 

12. Precede selon Tune quelconque des revendications 7 et 8, destine a 
25 conserver ou a ameliorer l'elasticite de la peau. 

13. Precede selon l'une quelconque des revendications 7 et 8, destine a 
ameliorer I'aspect des peaux presentant une reaction inflammatoire locale. 

14. Composition cosmttiquc comprenant comme ingredient actif un extrait 
d'au moins une bacterie de la famille des Pseudornonadacees, cn association avec un 

30 excipient acceptable en cosmetologie, ledit extrait etant constitue soit par la biomasse 
obtenue apres culture de ladite bacterie, suivie eventuellement d'une purification, d'un 
broyage, dune deshydratation au moins partielle et/ou d'une sterilisation, soit par une 
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fraction ou un derive, obtenu par modification chimique de certains groupemcnts 
fbnctionnels, do ladite biomasse, ladite fraction ou ledit derivfe poss6dant des propri£tes 
d'inhibition de 1'activite d'61astase et/ou d'inhibition de 1'activite de hyaluronidase. 

15. Composition selon la revindication 14, prescntant Tune au moins des 
5 caracterisliques suivantes : 

- la bacterie appartient au genre Pseudomonas ; 

la bact£rie appartient a 1'espece Pseudomonas veszcularis ou 
Pseudemonas maltopkiUa ; 

- ledit extrait est constituS par la biomasse bacterienne obtenue apres 
1 0 culture de la bacterie, ladite biomasse etant au moins partiellement deshydrafc§e ; 

- ladite composition contient una proportion de 0,0005 % a 5 % et en 
particulier de 0,001 % a 2 % en poids d'extrait sec bacterien par rapport au poids total de 
la composition. 
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70. 16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 
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Basis of the report 




II 
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Priority 




III 




Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 




IV 
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Lack of unity of invention 
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1 . With regard to the elements of the international application:* 
| | the international application as originally filed 

[Xj the description: 

pages 1-1 1 

pages 

pages 
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filed with the demand 



.filed with the letter of 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



. as originally filed 

. as amended (together with any statement under Article 19 

. filed w ith the demand 
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filed with the letter of 26 November 2001 (26.11.2001) 



□ 



the drawings: 

pages 

pages 

pages 



. as originally filed 



, filed with the demand 



. filed with the letter of 



| [ the sequence listing part of the description: 

pages 

pages 

pages 



. as originally filed 

, filed with the demand 



, filed with the letter of 



2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is: 

1 1 the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23.1(b)). 
1 I the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

1 1 the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminarv examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

□ 

contained in the international application in written form. 
1 1 filed together with the international application in computer readable form. 
I 1 furnished subsequently to this Authority in written form. 

□ 

furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

1 I The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 



4. 



□ 
□ 



The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ 

the description, paees 

the claims. Nos. 

1 I the drawings, sheets/fig 



^ 1 1 This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
' — ' beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as "originallv filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70.16 
and 70.17). 

** Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item J and annexed to this report. 
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III. Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 



1. The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be 
industrially applicable have not been examined in respect of: 

I | the entire international application. 

claims Nos. 1-8. 13 



because: 



IEI 



the said international application, or the said claims Nos. 1-8. 13 



relate to the following subject matter which does not require an international preliminary examination (specify: 

See separate sheet 



□ the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. 
are so unclear that no meaningful opinion could be formed (specify): 



□ the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported 
by the description that no meaningful opinion could be formed. 

| | no international search report has been established for said claims Nos. . 



2. A meaningful international preliminary examination cannot be carried out due to the failure of the nucleotide and/or amino acid 
sequence listing to comply with the standard provided for in Annex C of the Administrative Instructions: 



| | the written form has not been furnished or does not comply with the standard. 

| | the computer readable form has not been furnished or does not comply with the standard. 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) . 

Continuation of: III 

The present authority considers that the subject matter 
of Claims 1-8 and 13 relating to treating skin that has 
an inflammatory reaction is covered by the provisions of 
PCT Rule 67.1(iv). For this reason, no opinion will be 
given with regard to the question of whether the subject 
matter of said claims is industrially applicable (PCT 
Article 34 (4) (a) (i) ) . 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



3-6 



1-2, 7-15 



1-15 



9-12, 14-15 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

1. With regard to comparing the claimed subject matter 
with the prior art, the following points should be 
noted for interpreting certain phrases used in the 
application . 



1.1 In the context of the present application, "the 
extract" of at least one bacterium of the 
Pseudomonadaceae family was defined as consisting 
of: 



- the biomass obtained after said bacterium is 
cultured, 

- a fraction of said biomass, 

- or a derivative of said biomass, obtained by 
chemical modification of certain functional 
groupings . 



1.2 The present application does not contain a 

definition of the term "biomass" . This term could 
therefore be interpreted generally as meaning all 
the substances produced from the culture of the 
bacteria, including the bacterial cells and the 
substances secreted in the medium during culture. 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



Irffernational application No. 

PCT/FR 99/02043 



However, on page 3, it is indicated that various 
known methods such as filtration or centrif ugation 
can be used to separate and isolate the biomass. 
Example 1 (the only example that describes obtaining 
the biomass) indicates that the biomass is collected 
by centrif ugation . In light of these passages, an 
interpretation according to which the substances 
soluble in the culture medium are not part of the 
biomass appears justified. 

1.3 The present appiicstiicn does not contain a 

definition of the term "fraction of the biomass" . 
This term was interpreted as referring to any 
component (and any combination of components) that 
is part of the biomass, regardless of the method by 
which said component was isolated. Therefore, the 
term " fraction" cannot be used to exclude components 
obtained from a lysate of the cells of the biomass. 
The only additional condition specified in the 
application is that the fraction must have 
properties for inhibiting the elastase activity 
and/or the hyaluronidase activity, in order to be 
useful in the present application. 

2. Reference is made to the following documents: 

Dl: EP-A-0 631 773 . — 

D2: EP-A-0 404 661 
D3: EP-A-0 404 660 

D4 : STN , Serveur de Bases de Donnees, Karlsruhe, DE, 
Fichier Chemical Abstracts, Vol. 124, AN: 241783 
abstract XP002138245 & JP-A-08 003 018 

D5: STN, Serveur de Bases de Donnees, Karlsruhe, DE, 
Fichier Chemical Abstracts, Vol. 125, AN: 606985 
abstract XP002138246 & JP-A-08 208 427 

D6: DE-A-196 28 454 
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D7: US-A-5 086 040 

D8 : STN, Serveur de Bases de Donnees, Karlsruhe, DE, 
Fichier Chemical Abstracts, Vol. 116, AN: 180940 
abstract XP002084012 & JP-A-03 275 610. 



2.1 Document Dl discloses dermatological or cosmetic 
compositions for skin care, characterized in that 
they contain ribosomes extracted from the cells of 
plants, animals or micro-organisms and, in 
particular, Pseudomonas aeruginosa (Dl: Claims 1-2). 
These compositions are designed particularly to 
delay the signs of skin aging (Dl: page 2, lines 1- 
4) . 



The cosmetic or dermatological compositions 
according to Dl are preferably in the form of liquid 
or solid preparations for topical use. For each 
form, suitable carriers are used (Dl: Claim 11; page 
5, lines 26-48; page 6, lines 14-21) . 

Document Dl also relates to applying compositions as 
a cosmetic product, characterized in that said 
compositions contain ribosomes extracted from micro- 
organisms (Dl: Claim 15), and a cosmetic treatment 
method for regeneration and for prevention of skin 
aging, characterized in that -a- sufficient amount of 
a cosmetic composition containing ribosomes 
extracted from the cells of plants, animals or 
micro-organisms is applied to the skin (Dl: Claim 
16) . 



2.2 Document D2 discloses the use of lipopolysaccharides 
extracted from gram (-) bacteria and, in particular, 
Pseudomonas aeruginosa , for producing a drug that 
facilitates scarring of the skin (D2: Claims 1, 2, 
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9; Examples 4 and 1) 



The lipopolysaccharides according to D2 can be 
administered locally and used for treating sun 
burns, cracks, crevices and signs of skin aging (D2: 
page 2, lines 38-46) . 

The corresponding pharmaceutical compositions can be 
in various forms such as, for example, creams, gels, 
pomades, lotions, skin milks or oils, drops, 
c n ll u ri2 , aerosols and shampoos, or in the form of 
liposomes. The active principle or principles can 
be added thereto with the carriers conventionally 
used in such compositions (D2: page 2, line 45 - 
page 3, line 1) . 



2.3 Document D3 discloses the use of glycoprotein 

complexes extracted from gram (-) bacteria and, in 
particular, Pseudomonas aeruginosa, for producing a 
drug that facilitates scarring of the skin (D3: 
Claims 1-2, 9 and 11) . 

The glycoprotein complexes according to D3 are 
prepared from a lysate of microbial bodies collected 
after the bacteria are cultured (D3: page 3, lines 
18-22) . - 

The glycoprotein complexes can be administered by 
local application and used for treating sunburn, 
cracking, crevices and signs of skin aging (D3: page 
2, line 54 - page 3, line 4; page 3, lines 7-8). 

The corresponding pharmaceutical compositions can be 
in the form of creams, gels, pomades, lotions, skin 
milks or oils, drops, collyria, aerosols and 
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shampoos, or in the form of liposomes, for example. 
The active principle or principles can be added 
thereto with the carriers conventionally used in 
such compositions (D3: page 3, lines 10-18). 

2.4 Document D4 discloses " ant i-aging" cosmetic 
compositions that contain conventional carriers and 
superoxide-dismutase obtained from bacteria 
belonging to the Pseudomonas genus (D4: abstract). 

2 . 5 Document D5 discloses cosmetic compositions that 
include an extract of bacteria of the Pseudomonas 
genus as an active ingredient that promotes skin 
hydration. More particularly, the document relates 
to preparing a cream containing conventional 
carriers and 3% by weight of an extract obtained 
after Pseudomonas putida has been cultured. After 
said cream is applied, the skin appears smooth and 
hydrated (D5: abstract). 

2.6 Document D6 discloses a method according to which 
complexes comprised of rhamnolipids and polymeric 
alginate are obtained; said complexes are produced 
from cultures of bacteria of the Pseudomonas genus 
(D6: Claim 12). According to the method of D6, the 
bacterial cells are separated— from the culture 
medium by centrif ugation or filtration. The desired 
complexes are then placed in the aqueous medium (D6: 
page 5, lines 17-48). Moreover, D6 discloses 
cosmetic emulsions containing said complexes as 
emulsifiers (D6: Claim 33; page 7, lines 62-66). 

2.7 Document D7 discloses compositions for treating the 
scalp, which compositions contain glycoproteins 
obtained from a lysate of gram (-) bacteria, in 
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particular, Pseudomonas aeruginosa, and conventional 
carriers (D7: column 1, line 20 - column 2, line 8). 
According to D7 , the glycoproteins are used to 
stimulate hair growth. 

2.8 Document D8 discloses cosmetic lotions that include 
0.05 - 3% by weight of soda salt of ascorbic acid 2- 
phosphate produced from the culture of Pseudomonas 
azotocolligans (D8: abstract). 



. inc jJicociiL ap|jj.±\-aL±uu v-tOc o hu l nice i_ liic 

requirements of PCT Article 33(1), since the subject 
matter of Claims 1-2 and 7-15 does not meet the 
novelty requirements of PCT Article 33(2), for the 
reasons discussed below. 

S According to documents D1-D3, a fraction of the 

bacterial biomass obtained from an extract or a 
lysate of said biomass is used as a cosmetic agent 
for preventing skin aging or improving the 
appearance of skin that has a local inflammatory 
reaction, or for treating cracks or crevices. At 
the present time, it cannot be affirmed that the 
fractions described in D1-D3 do not have properties 
for inhibiting the elastase activity and/or the 
hyaluronidase activity. The -s-ubject matter of 
Claims 1-2 and 7-15 is therefore not novel over the 
disclosure of Dl, D2 and D3 (Dl: Claims 2 and 11; 
D2 : page 2, lines 3-14; page 2, line 29 - page 3, 
line 1; D3 : page 2, lines 20-25; page 2, line 54 - 
page 3, line 18 ) . 

4. Dependent Claims 3-6 relate to obvious modifications 
and do not contain any features which, in 
combination with the features of any one of the 
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claims to which they refer, might define subject 
matter that meets the PCT requirements of inventive 
step (PCT Article 33(3)). 

5. The PCT Contracting States have no uniform criteria 
for determining whether Claims 1-8 and 13 are 
industrially applicable. Patentability may also 
depend on the way in which the claims are worded. 
Therefore, the European Patent Office does not 
consider the subject matter of a claim relating to 
the medical use of a compound to be industrially 
applicable. However, claims relating to a known 
compound for a first medical use can be accepted, as 
can claims relating to the use of such a compound 
for producing a drug with a view to a new medical 
treatment. 
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Supplemental Box 

(To be used whe n the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 

Continuation of: VI 

1. Reference is made to the following documents: 

D9: FR-A-2 775 186 
D10: DE-A-198 24 073. 

1.1 The national application FR-A-2 775 186 (D9) , 
published on 27 August 1999 was filed on 24 
February 1998. Pursuant to PCT Rule 64.3, said 
application is not considered to be part of the 
prior art with regard to PCT Article 33(2) and (3). 

D9 discloses the use of an extract of at least one 
bacterium of the Pseudomonadaceae family 
(preferably Pseudomonas vesicular is or Pseudomonas 
maltophilia) as a cosmetic agent for preventing 
skin aging, including photoaging, improving the 
appearance and tonicity of dry skin, maintaining or 
improving the elasticity of the skin and/or 
improving the appearance of skin that has an 
inflammatory reaction (D9: Claim 1). D9 also 
discloses a cosmetic treatment -method that includes 
the step for applying an extract of at least one 
bacterium of the PseudoftrbTFbadaceae family on the 
skin or the scalp (D9: Claim 7), and a cosmetic 
composition including an extract of at least one 
bacterium of the Pseudomonoadaceae family as an 
active ingredient, in combination with a 
cosmetically acceptable carrier (D9: Claim 9). 

1.2 The national application DE-A-198 24 073 (D10), 
published on 2 December 1999, was filed on 29 May 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 

Continuation of: VI 

1998. Pursuant to PCT Rule 64.3, said application 
is not considered to be part of the prior art with 
regard to PCT Article 33(2) and (3). D10 discloses 
cosmetic or dermatological compositions 
characterized in that they contain lipases from 
Pseudomonas cepacia, Pseudomonas fluoresceins or 
Pseudomonas aeruginosa (D10: Claim 2; page 3: 
table, lines 59-62; page 4, line 2) . Moreover, the 
compositions can contain conventional carriers 
(D10: page 5, line 46 - page 6, line 5). 
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(PCT Rule 92bis.1 and 
Administrative Instructions, Section 422) 
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BOULT WADE TENNANT 
27 Furnival Street 
Lonaon tu4A iru 
ROYAUME-UNI 


Date of mailing (day/month/year) 
07 July 2000(07.07.00) 


Applicant's or agent's file reference 
JAB 1365-PCT 


IMPORTANT NOTIFICATION 


International application No. 
PCT/EP99/02043 


International filing date (day/month/year) 
24 March 1999 (24.03.99) 



1. The following indications appeared on record concerning: 

X the applicant X the inventor j~ ™| the agent [ _J the common representative 


Name and Address 

KOYMANS, Lucien, Maria, Henricus 
Stationstraat 68 bus 4 
B-2300 Turnhout 
Belgium 


State of Nationality 
NL 


State of Residence 
BE 


Telephone No. 


Facsimile No. 


Teleprinter No. 


2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning: 
{" ] the person p"] the name X the address | | the nationality j | the residence 


Name and Address 

KOYMANS, Lucien, Maria, Henricus 
Pastorijstraat 11 
B-2470 Retie 
Belgium 


State of Nationality 
NL 


State of Residence ; 
BE 


Telephone No. 


Facsimile No. J 


Teleprinter No. 


3. Further observations, if necessary: 


4. A copy of this notification has been sent to: 
|~Xj the receiving Office [~~] the designated Offices concerned 
| | the International Searching Authority | X| the elected Offices concerned 
| J the International Preliminary Examining Authority | | other: 



The International Bureau of W1PO 


Authorized officer 


j 34, chemin des Colombettes 


Beate Giffo-Schmitt 


121 1 Geneva 20, Switzerland 




Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Telephone No.: (41-22) 338.83.38 
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PCT 
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D'UN CHANGEMENT 

(regie 92bis.1 et 
instruction administrative 422 du PCT) 


Destinataire: 

TONNELLIER, Jean-Claude 
Nony & Assoctes 
3, rue de Penthidvre 
F-75008 Paris 
FRANCE 


Date d'expedrtion (jour/mois/ann6e) 

17septembre2001 (17.09.01) 


Reference d'j dossier d'j d£pos2r*t ou du rriandataire 
DC/CS BR 98043 


NOTIFICATION IMPORTANTE 


Demande internationale no 
PCT/FR99/02043 


Date du depot international (jour/mois/annee) 
26 aout 1999 (26.08.99) 



1. Les renseignements suivants etatent enregistres en ce qui concerne: 
| | ledeposant [ | I'inventeur | X| le mandataire [~| le representant commun 

Nationalite {nom de I'Etat) 



Nom et adresse 

TONNELLIER, Jean-Claude 
Nony & AssociSs 
29, rue Cambac6res 
F-75008 Paris 
FRANCE 



no de telephone 
01 43 12 8460 



Domicile (nom de I'Etat) 



no detelecopieur 
01 4312 8470 



no de teleimprimeur 



2. Le Bureau international notifie au deposant que le changement indique ci-apres a ete enregistre en ce qui concerne: 
j ^ j la personne j ^ le nom | X| I'adresse | | la nationalite | | le domicile 



Nom et adresse 


Nationalite (nom de I'Etat) 


Domicile (nom de I'Etat) 


TONNELLIER, Jean-Claude 
Nony & Associ6s 
3, rue de Penthidvre 
F-75008 Paris 
FRANCE 






no de telephone 
01 43 12 8460 


no detelecopieur 
01 43 12 8470 






no detel6imprimeur 



3. Observations complementaires, le cas echeant: 

L'indication d'une nouvelle adresse du mandataire sur la demande a 6t6 consid6r6e comme 
une requSte en enregistrement d'un changement selon la rdgle 92bis. En cas de disaccord, 
veuillez en informer immfediatement le Bureau international. 



4. Une copie de cette notification a ete envoyee: 

| X| a I'office recepteur | | aux offices designes concernes 

|~~] d ('administration chargee de la recherche internationale | X| aux offices 6lus concernes 

| X| a Tadministration charg6e de I'examen pr6liminaire international | | autre destinataire: 





Bureau international de I'OMPI 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneve 20, Suisse 

no de telecopieur (41-22) 740.14.35 


Fonctionnaire autorise: 

Diana NISSEN 

no de telephone (41-22) 338.83.38 
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